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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
* PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT7EP 03/13964 

I. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmetdeamt auf eine 
Aufforderung nach Arbkel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses BwKbSnST 
emgereichf und smd ihm nicht beigefOgt, weil sie keine Anderungen enthalten (RegelnZO. 1?und mi7)y. 

Beschreibung, Seiten 

1 " 31 in der ursprunglich eingereichten Fassung 
Anspriiche, Nr. 

1-23 eingegangen am 24.11.2004 mit Schreiben vom 24.11.2004 
Zeichnungen, Blatter 

1/16-16/16 in der ursprunglich eingereichten Fassung 

2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sorache in der 

SKS^Ti&ISS^** 8 ^ -VerfOgungbzw. warden in dieser Spreche, 

D (nac S h P Re?el ts.HbyT"™" 9 ' ** in,ema,ionalen Recherche eingereicht worden 1st 

□ die Verdffentllchungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 
° wo^nTsl'fnacn^gir^ 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosaureseauen* ict 
Internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls du^ ,St d,G 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. ■ 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichfe schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im AnmeldezeitpuKkt hinaus^ 

□ Die Erklarung daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. *winraicnwi 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 
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5. □ Dieser Bencht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden da diese aus dPn 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offlnbamngsgehatttrl der uSortnaHch 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). a^genan in aer ursprunglich 

[^* f ' die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;. sie sind diesem Benefit 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatiakeit und ,w 
gewerbl.chen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stiiteung dieseV FStetellung 

1. Feststellung * 

Neuheit (N) j a: Anspruche 1-23 

. Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (IS) Ja: Anspruche 1-23 

_ _ , Nein: Anspruche 

Gewerbhche Anwendbarkeit (IA) Ja: Anspruche: 1-23 

Nein: AnsprOche: 



2. Unterlagen und Erklarungen: 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/1PEA/409 (Januar 2004) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP 03/1 3964 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT b4 

Zu Punkt V 

Begriindete Feststellung hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und 
der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stiitzung dieser 
Feststellung 



1 . Der veranderte Anspruchssatz, de mit dem Schreiben vom 24.1 1 .2004 eingereicht . 
wurde, ist gemaB Artikel 19(2) und 34(2) PCT zulassig. 

2. Es wird auf das/die folgende/folgenden Dokument/e verwiesen: . • . 
D1 : STENSTRQM C MAGNUS ET AL: "Cooperative effects by the initiation codon 

and ist flanking regions on translation initiation" GENE (AMSTERDAM), BxL 
273, Nr. 2, 8. August 2001 (2001-08-08), Seiten 259-265, XP002285920 ISSN- 
. 0378-1119 

3. Das Dokument D1 wird als nachstliegender Stand der Technik gegenuber dem 
Gegenstand des Anspruche 1-24 angesehen. Es offenbart die Purin reiche 
Shine-Dalgarno (SD) Sequenz, welche einige Basen Stromaufwarts von der mRNA >' 
Initations Seite liegt unterstutz Translation Initiation. Die Codon Sequenz fluBabwarts 
der FluBabwarts Region (DR), beinhaltet, den +2 Codon, der unmittelbar dem 
Initations Codons folgt, ist auch sehr wichtig fur Initiation Effizienz. Hierbei wird die 
Interaktion dieser drei Initations Determination fur die Genexpression in E. coli . \ ;■ 
untersuch. Hierbei konnte festgestellt werden daB stark Expression E. coli Gene bei • 
dem Startcodon folgenden +2 Codon einen.hohen Gehalt an Adenin Aufweisen. : 

Der Gegenstand des Anspruche 1 -24 ist somit neu (Artikel 33(2) PCT): 

Die mit der vorliegenden Erfindung zu losende Aufgabe kann somit darin gesehen 
werden, daB ein Verfahren zur optimierten Herstellung von Proteinen bereitgestellt 
wird. 



Die in Anspruche 1 -24 der vorliegenden Anmeldung fur diese Aufgabe 
vorgeschlagene Losung beruht aus den folgenden Grunden auf einer erfinderischen 
Tatigkeit (Artikel 33(3) PCT): 

Der Fachmann kann nicht unmittelbar erkennen, daB die Bereitstellung einer fur das 
Protein kodierenden Nukleinsauresequenz, wobei 3-seitig des 
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Translat.onsstartcodons eine heterologe Nukleinsauresequenz im korrekten 
Leserasster eingefugt wird, die so gewahlt wird, daB in einem Abstand von 6-30 
Nukleotrden 3'-seitig des Translation-Stratcodons eine Stem-Loop-Struktur 
ausgebUdet wird, das dies zu einer Optimierung der Protein Synthese fuhrt! 
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Neue Anspruche 1 bis 23 

1 . Verfahren zur Herstellung eines Proteins, umfassend die Schritte: 

(a) Bereitsteilen einer fur das Protein kodierenden Nukleinsauresequenz, wobei 
3'-seitig des Translations-Startcodons eine heterologe Nukleinsauresequenz 
im korrekten Leseraster eingefiigt wird, die so gewahlt wird, dass in einem 
Abstand von 6-30 Nukleotiden 3'-seitig des Translations-Startcodons eine 
Stem-Loop-Struktur ausgebildet wird, 

(b) Bereitsteilen eines zur Expression des Proteins geeigneten 
Expressionssystems und 

(c) Einbringen der Nukleinsauresequenz gemali (a) in das Expressionssystem 
gemali (b) unter Bedingungen, dass eine Stem-Loop-Struktur ausgebildet wird, 
worin die Lange des Stem imBereich von 4-12 Nukleotiden ist. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, weiterhin umfassend das Gewinnen des Proteins. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die eingefugte heterologe Nukleinsauresequenz eine Lange bis zu 201 
Nukleotiden aufweist. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die eingefugte heterologe Nukleinsauresequenz eine Lange bis zu 45 
Nukleotiden aufweist. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Stem-Loop-Struktur in einem Abstand von 12-21 Nukleotiden 3'-seitig des 
Startcodons ausgebildet wird. 
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6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der Bereich der heterologen Nukleinsauresequenz, der 5'-seitig der Stem- 
Loop-Struktur liegt, selbst keine Sekundarstruktur ausbildet und keine 
Sekundarstruktur mit der 5'-untranslatierten Region der fur das herzustellende 
Protein kodierenden Nukleinsauresequenz eingehen kann. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der Bereich der heterologen Nukleinsauresequenz, der 5*-seitig der Stem- 
Loop-Struktur und 3'-seitig des ATG-Startcodons liegt, einen GC-Gehalt von <50 % 
aufweist. 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass man ein in vitro Expressionssystem verwendet. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass man ein prokaryontisches in vitro Expressionssystem verwendet 

10. Verfahren nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das prokaryontische in vitro Expressionssystem Lysate von gram-negativen 
Bakterien, insbesondere von Escherichia coii, Oder gram-positiven Bakterien, 
insbesondere Bacillus subtilis, enthalten. 

1 1 . Verfahren nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass man ein eukaryontisches in vitro Expressionssystem verwendet. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das eukaryontische in vitro Expressionssystem Lysate von Saugerzellen, 




„. insbesondere von Kaninchen, Reticulocyte^ humanen Turnorzelllinien 
Hamsterzelllinien, Oder anderen Wirbeltierzellen, insbesondere Oozyten und Eiern 
von Fischen und Amphibien, sowie Insektenzelllinien, Hefezellen, Algenzellen oder 
Extrakte aus Pflanzenkeimen enthalt. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7 
dadurch gekennzeichnet, 

dass man ein prokaryontisches in vivo Expressionssystem verwendet. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass man eine prokaryontische Wirtszelle als Expressionssystem verwendet. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, 
dadurch gekennzeichnet, ' 

dass man eine gram-negative prokaryontische Wirtszelle, insbesondere eine E.coli 
Zelle, oder eine gram-positive prokaryontische Wirtszelle, insbesondere eine 
Bacillus subtilis Zelle, verwendet 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass man eine eukaryontische Wirtszelle als Expressionssystem verwendet. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass man ejne Hefezelle, eine Insektenzelle oder eine Wirbeltierzelle, 
insbesondere eine Amphibien-, Fische-, Vogel- oder Saugerzelle, verwendet. 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass man einen nicht-humanen eukaryontischen Wirtsorganismus als 
Expressionssystem verwendet. 
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^ „19. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das Bereitstellen der fur das Protein kodierenden Nukleinsauresequenz durch 
Klonierung, Rekombination oder/und Amplifikation erfolgt. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, 
dadurch gekennzeichnet, 

. dass das Bereitstellen eine Zweistufen-PCR umfasst. 

21. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die fur das herzustellende Protein kodierende Nukleinsauresequenz oder/und 
die heterologe Nukleinsauresequenz zumindest teilweise eine an das jeweiligen 
Expressionssystem angepasste Codon-Nutzung aufweisen. 

22. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 21, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die heterologe Nukleinsauresequenz einen fur eine Aufreinigungsdomane 
oder/und einen fur eine Proteinase -Erkennungsdomane kodierenden Abschnitt 
enthalt. 

23. Reagenz zur Herstellung eines Proteins, umfassend 

(a) eine zu der fur das Protein kodierenden Nukleinsauresequenz heterologe 
Nukleinsauresequenz, die im korrekten Leseraster in die Protein-kodierende 
Nukleinsauresequenz eingefiigt werden kann, und die in einem Abstand von 6- 
30 Nukleotiden 3'-seitig des Translations -Startcodons eine Stem-Loop-Struktur 
ausbiiden kann, und 

(b) ein zur Herstellung des Proteins geeignetes Expressionssystem. 



